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Ca2十－dependentProtease(Calpain) and Its Endogenous Inhibitor 
(Caplastatin) in Murine Spleen Cells: Quantitative Change 
at Lymphoproliferative Response to Mitogens 
NoBORU NAKAYAMA and TAKASHI INAMOTO 
2nd Department of Surgery, Faculty of Medicine, Kyoto University 
(Director: Prof. Dr. YORINORI HIKASA) 
Ca2+-dependent protease (calpain) and its endogenous inhibitor (calpastatin) were present in 
murine spleen cels. Their characteristics were much the same as other tissues and cels. The 
raito of activities of calpain I which required 40 μ.M Ca2+ for 50% activation and calpain II 
which required 350 μ.M Ca2+ for 50路町tivationwas 3: 1. The total activity of calpain (calpain 
I+ cal pain II) was slightly less than that of calpastatin. 
Suppression of lymphoproliferative responses of the spleen cells to concanavalin A (Con A) 
and Lipopolysaccharide (LPS) by chaleting Ca2+ with EGT A suggested the nec喧ssityof Ca2+ 
for these responses. The activity of calpain I in the spleen cells increased twofold in initial 24 
hours and remained at the lymhoproliferative response to Con A, whereas it increased twofold 
in 48 hours and decreased thereafter at the response to LPS. These changes of the proteolytic 
activity ran parallel to the volume of DNA. Increase of the activity of calpastatin continued 
upto 48 hours at the responses both to Con A and LPS, which resembled to the changes of 
the volume of protein and RNA. The ratio of activities of calpain I, calpain II and calpastatin 
at 72 hours culture with Con A was similar to that of the nylon wool adherent fraction of the 
spleen cells before culture. In contrast, the ratio of them at 72 hours culture with LPS resembled 
to that of nylon wool nonadherent fraction. These results suggest that calpain and calpastatin 
in spleen cells may actively increase at lymphoproliferative responses to mitogens and partic-
pate in the responses. 
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tinin (PHA）や concanavalinA (ConA）に対する反














液とした．赤血球を 0.83%NH,Cl-Tris-HCI (pH 





Tris-HCI, 5 mM 2-Mercaptoethanol, 1 mM EGTA, 







7. 5の50mMlmidazole-HCI buffer中iζて， lOmM
のシステイン存在下に測定した山 カルパイン i型は
0.1 mM CaCI.，カJレパインロ型は 3mM CaClz ICて
反応を開始させ， 30・C, 30分間反応後， 7.5$ぢTri・
chloroacetic acid (TCA）溶液を加えて反応を停止した．











Biomedics）と 1$ぢHEPESを加えた RPM!16401( 
細胞濃度が l×106/mlとなるように浮遊した． ζの
マウス牌細胞を ConcanavalinA (ConA，和光純薬）
l5μg/mlあるいは Lipopolysaccharide,E. coli (LPS, 




Microtestplate I (Nunc）で培養し， 48時間後IC0. 5 
I' Cl/welの 3H-Thymidine(New England Nuclear) 
を加え，さらに 18時間培養し， cel harvester (Labo 
Mash, Labo Science) ICて細胞を回収し，その取込み
量を液体シンチレーシヲンカウンター（ISOCAP30, 





SINGLE CELL SUSPENSION 
~ Tris-NH+Cl 
~ CULTURE with MITOGEN 
~ SONICATION for 10 sec 




0.1M NaCl 0.25M NaCl 
1100・C I PAPAIN I 
~ 3 min ~30・C,15min I 
l r日 l
CALPASTATIN CALPAIN I CALPAIN I 










量を Dische法3》lとて， RNA量を Schneider法制〉にて
それぞれ測定した．次いで，超遠心後の可溶性分画を
得，その蛋白量を Lowry法i吋ζて測定した．この可
溶性分画を DEAE-Cellulose(Whatman）クロ 7 トグ
ラフィー にかけ， 0.05 M, 0. 1 M, 0. 2 M, 0. 25 M Nacl 
で段階的に溶出させた山 乙の 0.1M NaCl分画lζは
215 
カルパイン I型とカルパスタチンとが回収され， 0.25 
M NaCl分画にはカルパイン日型が回収された（Fig.
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FRACTION NUMBER (3.5ml/tube) 
Fig. 2. Separation of Calpain I, II and Calpastatin on Ultrogel AcA 34 











CALPAIN I CALPAIN I 
10 
Fig. 3. Difference in Ca•+ Requirement of Calpain I and II 
の位置に溶出し， I型は約8万の位置に溶出した．カ れただけなのに対し，カJレパイン日型は10,Sぢ失活し
Jレパスタチンの阻害活性の総単位はカルパインの I型 た．さらに，カルパイン I型は Ca2＋存在下で， 30・c,
とH型を加えた活性総単位よりも少し大であった．ま 10分間の処理では自己消化がみられなかったが，カル
た，カJレパイン I型とE型とを比較してみると， I型 ノfインE型は50%自己消化がみられた．
の方が日型よりも約3倍多く存在していた． 2. リンパ球幼若化反応に及ぼす Ca2＋の影響
次Iζ7ウス牌細胞の可浴性分闘を DEAE-Cellulose Fig. 4 は培養開始時~c EGTAを添加して培養液中
クロ7 トグラフィーと UltrogelAcA 34ゲJレ溢過に の Ca2＋濃度を下げたときのリンパ球幼若化反応の程
よって部分精製したカルパイン I型と E型の性質を比 度をみたものである．培養液には約 0.75mM の Ca2•
較したものが Fig.3とTable1である．カルパイン が含まれており， EGTAを加えても培養液中のCa2+
I型と日型共に Ca2+がないと全く酵素活性がみられ が 0.25mMまでは ConA と LPSのいずれに対す
ず， Ca2＋絶対要求性を示した．そして，カルパイン I る反応とも非添加時と同程度にみられた．しかし，
型は 20μMCa2＋では全活性の10%Gか活性化されな EGTAが lmM添加されると両者とも完全に抑制さ
いが， 200μMでほぼ全活性を示したのに対し，カノレ れた．
パイン日型は 200μMCa2+では1096しか活性化されず， EGTAを加えた上にさらに CaC!zを添加して培養
全活性を示すには lmM以上の Ca2＋を必要とした． 中の Ca2＋を 0.25mM以上lζ高めると ConAと
乙のようにカJレパイン I型は低 Ca2＋要求性であり， LPS IC対する反応はともに回復した.LPS K対する
E型は高 ca•＋要求性であった．また，カ Jレパインは 反応は Ca2＋が 0.25mM になると EGTA非添加時
熱IC弱く， lOO'C,3分間の処理で完全に失活し 58。C, と同程度までに回復し，さらに Ca2＋が増加すると逆
10分間の処理ではカルパイン I型は20%の失活がみら に反応は低下した. ConA に対する反応は Caz+が
Table 1. The Properties of Calpain I and II 
PROPERTIES CALPAIN I CALPAIN II 
MOLECULAR WEIGHT 80,000 90,000 
(Ultrogel AcA 34) 
FOR 50,SぢACTIVATION
Ca2十 40μM 350μM 
CYSTEINE 1.5mM 2.0mM 
INACTIVATION 
HEAT (58。C,lOmin) 20% 100% 
AUTOLYSIS o~ a~ter 5~6 ぢm~~terb~f。~MpH 7.5, Ca>+ 町nn m 
for CALP. I, 
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Fig. 4. Suppression of EGT A on mitogen Response 
lmMになって始めて EGTA非添加時と同程度まで
回復し，やはり 2.25mMといった高濃度では反応が
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Fig. 5・a. Mitogen Response with l.OmM EGTA 
o~ 
Fig. 5・c.
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Fig. 6・b. Changes of the Amount of DNA, RNA 







3: 1 : 6であるが， ConA Iζ対する反応の72時間目で
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比は3・1.5・5であった（Fig.8）・また，細胞当りの 細胞に存在するととは既に報告されており 15）.個々 の
活性を比較すると，ナイロンウール非付着分画のカル 組織や細胞におけるそれらの活性や活性化は異なって
パイン I裂とE型は付着分画の約すと十であったが， いる．例えば，ラ ットの腎臓ではカルパスタチンの活
カルパスタチンの活性は両分画でほぼ同じであった． 性はみられず，赤血球ではカJレパインロ型の活性がみ
マウス牌細胞のカルパインとカルパスタチンの動態
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変動と並行した（Fig.6a, 7b, 7a, 7b）.乙のカルパイン
とカルパスタチンの活性の変化は ConAが T cel 
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